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PEPTIDES ANTIBACTERIENS ET ANTIFONGIQUES , LEUR 
PROCEDE DE PREPARATION ET LES COMPOSITIONS LES CONTENANT . 

La presente invention a pour objet de nouveaux 
peptides ayant des proprietes antibacteriennes et 
antifongigues. L ' invention concerne egalement la 
preparation de ces peptides et les compositions les 
contenant utilisables en agriculture et en therapie 
humaine ou animale. 

La production de peptides antimicrobiens 
represente, chez une grande variete d'especes animales et 
vegetales, un mecanisme essentiel de defense immunitaire 
contre les infections. En particulier, les insectes 
presentent une resistance tres efficace contre les 
bacteries et les champignons. Cette reponse repose pour 
une large part sur la synthese rapide de plusieurs 
families de peptides antimicrobiens a large spectre 
d'activite. Cette synthese est induite par une blessure 
septique ou par 1- injection d • une faible dose de 
20 bacteries. A ce jour, les peptides antimicrobiens 

d' insectes ont ete surtout caracterises a partir 
d' insectes ayant une metamorphose complete pendant le 
developpement, par exemple les dipteres, lepidopteres et 
coleopteres. Parmi les peptides antibacteriens induits 
chez ces insectes, on peut distinguer les quaere groupes 
suivants : 

- Des peptides cationiques de 4 kDa, formant 
deux helices a amphipathiques . Dans ce groupe, on classe 
en particulier les cecropines . 

- Des peptides cationiques riches en proline, 
de taille comprise entre 2 JcDa et 4 kDa qui peuvent-etre 
glycosyles, come par exemple, la drosocine, la 
pyrrhocoricine, et les lebocines, ou non glycosyles comme 
par exemple, les apidaecines et les metalnikowines . 
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- Plusieurs polypeptides distincts, ayant un 
poids mol£culaires de 8 a 27 kDa, pour la plupart 
cationigues et frdquemment riches en residua glycine comme 
par exemple les attacines, les sarcotoxines II, les 
dipt^ricines et la col6opt6ricine . 

- pes peptides comprenant des ponts disulfures 
intramol^culaires. Dans ce groupe, on classe les 
d^fensines d'insecte 4 kDa, 3 ponts disulfure) , la 
drosomycine (4 kDa, 4 ponts disulfure) et la thanatine (2 
kDa, 1 pont disulfure) . 

Dans les sequences peptidiques rapport^es ci- 
apr6s, les acides amines sont repr6sent«§s par leur code k 
une lettre, mais ils peuvent §tre aussi repr6sent6s par 
leur code h trois lettres selon la nomenclature ci- 
dessous . 



A 


Ala 


alanine 


C 


Cys 


cysteine 


D 


Asp 


acide aspartique 


E 


Glu 


acide glutamique 


F 


Phe 


phenyl a 1 anine 


G 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


He 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


Val 


valine 


W 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 
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Peu de travaux ont ete entrepris ce jour sur 
les insectes k metamorphose incomplete, en particulier les 
polyn6opt£res . Or il a pr<§cis6ment maintenant ete isoie, £ 
partir d'un insecte £ metamorphose incomplete, le termite 
Pseudacanthotermes spiniger, un peptide, qui pr6sente des 
caracteristiques remarquables ainsi que des propriet6s 
antibacteriennes et antif ongiques . 

Ce peptide qui sera aussi d£sign6 ci-aprfes 
« spinig^rine » r6pond k la formule ci-dessous aussi 
donn£e en annexe sous le num£ro ID NO : 1 . 

HVDKKVADKVLLLKQLRIMRLLTRL 

Cette molecule, de taille reduite, ne comporte 
pas de r^sidus cysteine. La Demanderesse a etudie la 
conformation spatiale de la molecule et les mutations 
susceptibles d'etre r6alis6es sur sa sequence de fagon k 
augmenter ses propri«§t£s bactericides et/ou fongicides. La 
pr6sente invention a done pour objet un peptide de 
sequence (I) suivante : 

01 63 04 05 *6 07 9 8 0 O <ho 4>n <f>i 2 <(>13 0 14 9 i5 <t»ie 017 <()18 4>19 0 20 $21 $22 a 23 0 24 

<t>25 

ou un fragment de celle-ci, dans laquelle : 

- 0 est un acide amine basique, 

- <(> est un acide amine hydrophobe, 

- 0 est un acide amine charge negativement ou 
de nature polaire/ large, 

- a est un acide amine choisi parmi la 
glycine, la serine, 1' alanine ou la threonine, 

Les peptides de formules (I) pr^sentent 
avantageusement une conformation en heiice alpha. Ainsi, 
0,4), 9 et osont choisis de fa<?on k ce que lesdits peptides 
de formule (I) presentent une telle conformation. 

On entend par fragments de la sequence ci- 
dessus, un peptide constitu^s d'au moins 10 et de 
preference d'au moins 20 acides amines successifs de 
ladite sequence. 
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A titre d'exemple de tels fragments, 
1' invention envisage plus particulierement , un peptide de 
formule (I) ci-dessus dont un groupe de 1 a 4 acides 
amines a l'une et/ou 1' autre des extremites N et/ou C 
terminales est supprime. 

De tels peptides sont ceux dont un ou 
plusieurs des acides amines pi, <j>2, 03, <|>22, a23 , 024, ou 
<t>25 sont absents. I» ' invention envisage plus 
particulierement, un peptide de formule ci-dessus dont les 
acides amines pi, «|>2, 93 et/ou <|>22, a23, p24, $25 sont 
absents repondant et done repondant aux formules 
suivantes : 

P4 Ps *8 0> 9 8 p 9 <(>10 *t1 <|>12 <|>13 P 14 8l5 Pl7 <t>18 4>19 P 20 <(>21 <f»22 023 P 24 <j>25 
(ID 

Pi <t>2 03 P4 P5 0"7 9 8 P9 <|>10 <(>11 <(»12 <N P 14 015 <j>16 Pl7 <|>18 <|>19 p20 <(>21 (III) 
P4 Ps <t>8 a 7 08 P9 <(>10 <t>11 *12 <t»13 P 14 015 <|>16 Pl7 <t>1S 4>19 P 20 <|>21 ( IV) 

On entend plus particulierement par : 

acide amin£ basique, ceux choisis 
parmi l'arginine, la lysine ou l'histidine, 

- acide amini hydrophobe, ceux choisis 
parmi la valine, la leucine, 1 ' isoleucine, la methionine, 
la phenylalanine, la tyrosine, ou le tryptophane, 

- acide amin«S charge negativement ou de nature 
polaire/ large, ceux choisis parmi 1' acide aspartique, 
1' acide glutamique, 1 ' asparagine , ou la glutamine. 

Un exemple prefere de peptide selon 
1' invention est de sequence ID NO :1 suivante : 
HVDKKVADKVLLLKQLRIMRLLTRL 

ou un fragment de celle-ci comme defini 
pricidemment, et plus particulierement les sequences SEQ 
ID NO : 2, 3, 4 ci-dessous : 

KKVADKVLLLKQLRIMRLLTRL (SEQ ID NO : 
2) 

HVDKKVADKVLLLKQLRIMRL (SEQ ID NO : 3) 
KKVADKVLLLKQLRIMRL (SEQ ID NO : 4) 
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Lea peptides de 1 ' invention peuvent §tre 
prepares par synthese chimique ou par genie genetique. 

L' invention concerne aussi des equivalents 
fonctionnels des peptides ci-dessus, dont les sequences 
d' acides amines comprennent des deletions, des additions 
et/ou des modifications conservatives au niveau d'un ou 
plusieurs acides amines, des lors que ces deletions, 
additions et/ou modification ne modifient pas l'activite 
antimicrobienne du peptide dont elles sont issues, et par 
exemple pas la structure en helice alpha. 
15 0n P eut citer notamment les modifications 

resultant des processus postraductionnels comme des 
glycosylation ou de la degenerescence du code genetique, 
ou encore des modifications chimiques telles que 
l'amidation, 1 ' acetylation, l'acylation, le couplage avec 
des lipides ou des sucres, le couplage avec des 
nucleotides, etc-. 

Les equivalents fonctionnels comprennent 
egalement des peptides de 1 ' invention dont un ou plusieurs 
des acides amines des acides amines sont des enantiomeres , 
25 des diastereoisomeres, des acides amines naturels de 

conformation D, des acides amines rares notamment 
l'hydroxyproline, la methyl lysine, la dimethyllysine et 
les acides amines synthetiques , notamment 1' ornithine, la 
norleucine, la cyclohexylalanine et les omega-aminoacides . 
L' invention couvre egalement les retropeptides et les 
retro-inversopeptides . 

L' invention a aussi pour objet 1 'utilisation 
des peptides ci-dessus ou d' analogues de ceux-ci, pour 
prevenir ou traiter une infection fongique ou bacterienne 
35 tant chez l'homme et 1 ' animal que chez les plantes . 
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L ' invention a done pour objet une composition, plus 
particulierement antibacterienne ou antif ongique, 
comprenant a titre d' agent actif au moins un peptide tel 
que defini precedemment , avantageusement associe dans 
ladite composition avec un vehicule acceptable. 

Le vehicule est choisi en fonction du type 
d' application de la composition a titre pharmaceutique ou 
agronomique . 

L' invention concerne tout particulierement les 
applications pharmaceutiques chez l'homme et 1' animal de 
ces peptides et des compositions les contenant, mais elle 
s'interesse aussi aux applications agronomiques . En effet, 
les peptides de 1' invention sont utiles pour rendre des 
plantes resistantes contre des maladies notamment 
fongiques et bacteriennes . Une premiere forme de mise en 
ceuvre de cette application agronomique, consiste a 
appliquer sur les plantes une quantite efficace de peptide 
ou d'une composition les contenant. Une seconde forme de 
mise en oeuvre de cette application agronomique consiste a 
transformer des cellules vegetales ou des plantes avec une 
sequence d'acide nucleique capable d'exprimer le peptide 
de 1' invention de fa<?on k conferer aux plantes une 
resistance aux maladies . 

D'autres avantages et caracteris tiques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent 
concernant la purification et 1 ' identification de la 
spinigerine, la synthese de la spinigerine synthetique et 
son activity antibacterienne et antif ongique. 



Exemple 1 ; Materie ls et Methodes utilises 

^ Purification et 1 ' identi f icat ion de la 

spinigerine . 

1) Insectes . 

Toutes les experiences ont ete realisees avec 
35 des adultes essaimants desailes de 1 ' espece 
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Pseudacanthotermes spinigrer (Ordre des isopt^res, famille 
des Termitidae, sous-f amille des Macrotermitinae) . Ces 
insectes proviennent d'un 61evage r6alis£ a l'Unit6 Mixte 
de Recherche du CNRS « d<§veloppement , Communication 
chimique » , Dijon. 

2 ) Extraction des peptides . 

L ' extraction des composes antimicrobiens a 6t6 
r6alis6e a partir des insectes entiers qui ont 6t6 
congel6s dans 1' azote liquide. Les termites (200) ont 6t6 
r^duits en fine poudre. dans un mortier contenant de 
1' azote liquide. Les peptides ont 6t6 extraits a pH3 par 
100 ml d'acide trif luoroac«§tique (TFA, 0,1%) contenant de 
1'aprotinine (10 ug/ml concentration finale) comme 
inhibiteur de protease et de la phenyl thiour^e (20 yM 
concentration finale) comme inhibiteur de m61anisation . 
L ' extraction a 6t6 r6alis<§e dans un bain-marie a eau 
glac£e avec agitation douce durant 30 minutes. Apr£s 
centrifugation (14 000 x g durant 30 min a 6°C) , le 
surnageant clarifi6 a 6t6 directement d6posd. sur une 
cartouche Sep-Pak C 18 Vac (5g de phase, Waters™) . La 
cartouche a &t6 conditionn^e au methanol et 6quilibr6e 
avec de l'eau acidifi^e (0,05% TFA) , les 6lutions ont <§t6 
r6alis<§es avec des solutions de 5%, 40% et 80% 
d' ac£tonitrile dans de l'eau contenant 0,05% TFA. La 
fraction 61u6e par la solution d' ac^tonitrile a 40% a 6t6 
lyophilisee avant passage sur HPLC en phase inverse. 

3) Purification des peptides par HPLC . 

- Etape 1 : La fraction Sep-Pak 40% a &t6 
soumise a une chroma tographie en phase inverse sur colonne 
semi-pr6parative Aquapore RP-3 0 0 C 18 (2 50 x 7 mm, 
Brownlee™) . Equilibree avec une solution d'ac<§tonitrile a 
2% dans de l'eau acidifi^e. Les fractions ont 6t6 s6par£es 
a l'aide d'un gradient lin^aire de 2% a 60% d' ac^tonitrile 
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dans de l'eau acidifite en 120 min avec un dtbit de 1,3 
ml/min. A 1' issue de cette <§tape, on obtient plusieurs 
fractions representees sur la figure 1 pr£sentant une 
activity antimicrobienne sur les germes suivants : E. coli 
363, Neurospora crassa, Mlcrococccus luteus. Les composes 
actifs des fractions Fl et F2 ont ensuite 6t6 
caract6ris£es . 

- Etape 2 : La deuxi&me dtape de purification 
a 6t6 r«§alis<§e sur colonne analytique Aquapore OD-3 00 (220 
x 4,6 mm, Brownlee™) . L'tlution a £t6 r6alis6e k l'aide 
d'un gradient biphasique d ' ac6tonitrile dans l'eau 
acidifi^e, de 2 i 18% durant 10 min et de 22 i 42 % durant 
100 min avec un d£bit de 0,8 ml/min. 

- Etape 3 : La fraction contenant la molecule 
antimicrobienne a 6t6 purifite k homog6n6it6 en utilisant 
une colonne narrow bore C 18 en phase inverse (Delta Pak 
HPIC ia , 2x 150 mm, Waters™) . La colonne a et6 <§quilibr6e 
dans de l'eau acidifite et d6velopp£e avec le m§me 
gradient lin^aire d' ac^tonitrile que celui dtcrit ci- 
dessus dans 1 ' £tape 2 . 

Toutes les Stapes de purification k 
temperature ambiante ont 6t6 r«§alis£es sur un syst£me 
Beckman Gold HPLC 6quip6 d'un d6tecteur Beckman 168 
photoarray. Pour les Stapes de purification sous 
temperature contr616e, un syst^me HPLC all PEEK Waters 
(module de pompe Waters 626) attach^ £ un dttecteur k 
absorbance variable (Waters 486) a 6t6 utilise Au cours 
des Stapes de purification HPLC les molecules 61u6es de la 
colonne ont 6t£ d6tect£es par leur absorbance k 225 nm. 
Les fractions ont 6t6 collectives manuellement , s6ch6es 
sous vide (Speed- Vac, Savant) et reconstitutes dans de 
l'eau MilliQ (Millipore™) avant analyse de 1' activity 
antimicrobienne . 

4 ) Analyse par spectromttrie de masse . 
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Elle est realised selon la technique dite de 
mesure du temps de vol apres desorption laser assisted par 
ma trice (Technique MALDI TOF) en utilisant un spectrometre 
de masse Bruker (Bremen) BIFLEX. 

5) Analyse des sequences . 

Les sequences des peptides sont analys6es 
selon la nuSthode de sequencage par degradation d'Edman a 
l'aide d'un sequenceur Applied Biosystems 473A. 

6 > Identifi cation des peptides de la fraction 

Fl. 

Malgr6 la presence de deux composes 
peptidiques, la fraction purified active contre les 
15 souches microbiennes Eschericia coli. Micrococcus luteus 

et Neurospora crassa, a ete soumise au sequencage. 
L ' analyse des signaux PTH-acides amines a mis en evidence 
deux sequences, l'une correspondant a une forme tronqu6e 
de 1' autre dans sa partie N-terminale. Les masses 
20 moleculaires calculees a partir des sequences obtenues 

sont respectivement de- 2649,4 et 3000,8 Da. Elles sont en 
accord avec les masses moleculaires mesur^es par 
spectronuStrie de masse MALDI -TOF de 2649,5 Da et 3000,7 Da. 
confirmant que les sequences sont completes'. La molecule 
de masse moleculaire 2 649,5 Da correspond a celle de 
3000,7 Da depourvue des trois residua de l'extremite 
amino-terminale du peptide. Le sequencage d'une fraction 
voisine (Fraction F2) contenant une molecule de masse 
moleculaire 2516,2 Da a permis de determiner une troisieme 
forme du peptide correspondant a la molecule de masse 
moleculaire 3000,7 Da depourvue des quatre acides amines 
carboxy-terminaux. L ' ensemble de ces resultats est 
rapports dans le tableau 1 ci-dessous. 
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Tableau 1 



Num6ro de 
la fraction 


Masse mol6culaire 
(Da) 

Calcul6e/Mesur6e 


Sequence en acides amines 


Fl 


3000,8 / 3000,7 
2649,4 / 2649,5 


HVDKKVADKVXiLLKQLRIMRLLTRL 
KKVADKVLLLKQLRIMRLLTRL 


F2 


2517,2 / 2516,7 


HVDKKVADKVLLLKQLRIMRL 



Exemple 2 ; synthase de la spiniq6rine 

synth^tique . 

Les peptides selon 1 ' invention peuvent 
<§galement ^tre obtenus selon un proc£d£ synthase chimique 
FMOC (Atherton and Sheppard R.c. (1989), Solid Phase 
Peptide Synthesis (IRL, Oxford, UK) . La synthase chimique 
a 6tz6 r6alis6es pour la spinig6rine 
(HVDKKVADKVLLLKQLRIMRLLTRL ) . Le peptide obtenu pr£sente 
les m§mes propri£t<§s chromatographiques que la molecule 
native. La masse mesur£e est identique a celle de la 
molecule native. La molecule synth6tique pr6sente la m§me 
activity antibact6rienne que la molecule native sur la 
bact^rie Micrococcus luteus . 

L' ensemble des tests antibact6riens est 
r£alis<§ avec la molecule synthe§tique . Cette molecule a des 
proprieties antibactdriennes vis-a-vis des bact&ries a Gram 
n^gatif et a Gram positif , des bact^ries phytopathog^nes 
et des champignons phytopathogfenes . 

Exemple 3 : detection des activit^s 
antimicrobiennes . 

La m<§thode a 6t£ utilisee pour la mise en 
Evidence des molecules antimicrobiennes au cours des 
diff6rentes Stapes de purification, pour la 
determination du spectre d' activity du peptide et pour 
la determination de la concentration minimale 
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inhibi trice (CMI) k laguelle le peptide a ete actif . La 
CMI a 6t6 expriim§e comme un intervalle de concentration 
[a] - [b] oil [a] a ete la concentration minimale oil 
l'on observe un d£but de croissance et [b] la 
concentration pour laquelle aucune croissance n'a 4tt6 
observ«§e. Des exemples de 1' activity sp6cifique de la 
spinig^rine vis-&-vis des champignons filamenteux et des 
levures, sont donnes dans les tableaux 2 et 3 ci-apr&s. 

!> Detection de 1' activity antibact6rienne > 
Pour chaque souche de bact£rie utilis^e 
(Bact6ries k Gram positif et bact6ries k Gram ndgatif ) , 
une colonnie isol6e est mise en suspension dans 10 ml de 
milieu PB (Poor Broth, milieu Luria Bertani ddpourvu 
d'extrait de levure) DIFCO et incub^e k 30°C pendant une 
nuit sous agitation lente. Les suspensions de bact6ries k 
tester sont ajust<§es & une density optique k 600 run de 
0,001 dans un milieu de culture frais. On depose 10 de 
chaque fraction dans des plaques de microtitration en 
presence de 100 pi de la suspension bact£rienne. Au bout 
de 24 heures. d' incubation £ 25°C, on lvalue la croissance 
par la mesure de l'absorbance k 600 nm a l'aide d'un 
lecteur de plaque de microtitration* 

Les bact6ries sont les suivantes : 

Gram positif : Bacillus megaterium, 
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus. Streptococcus 
pyogenes . 

Gram ndgatif : Escherichia coli D22 , 
Escherichia coli SBS 363, Klebsiella pneumoniae, 
Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa. 

La tableau 2 ci-dessous rapporte 1' activity 
de la spinig^rine contre les bact^ries. 
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Tableau 2 



Bacteries 


Spmigerine CMi (um) 


Bacteries & Gram positif 




Bacillus mecraterium 


0,8-1,5 n 


Micrococcus luteus 


0,8-1,5 


Staphylococcus aureus 


ND* ~~' 


Bacteries k Gram n^gatif 




Escherichia coli D22 "1 


, 3-6 


Escherichia coli SBS 363 


3-6 


Klebsiella pneumoniae 


50-100 


Salmonella typhimuri urn 


3-6 


Pseudomonas aeruginosa 


50-100 



concentration de 100 pM. 

2) Test de detecti on d'acfcivite contre lea 
champignons filamenteux et centre la levure Candida 
albicans . 

- L'activite antifongique a ete detectee par 
un test d' inhibition de croissance en milieu liquide. Les 
spores des champignons a tester ont ete mises en 
suspension dans un milieu de culture de type « Pomme de 
terre-Glucose »■. De preference, on utilise 12 g de milieu 
Potato Dextrose Broth (Difco) pour 1 1 d'eau 
demineralisee. Deux antibiotiques ont ete rajoutes au 
milieu de culture : la tetracycline (concentration finale 
de 10 ug/ml) et la cefotaxime (lOOug/ml) . on depose 10 ul 
de chaque fraction a analyser dans des plaques de 
microtitration en presence de 90 U l de milieu de culture 
contenant les spores (a une concentration finale de 10* 
spores/ml). L' incubation a ete realisee en chambre humide 
a 3 0°C durant 48 heures . La croissance fongique a ete 
observee au microscope photonique apres 24 h et quantifiee 
apres 48 heures par mesure de l'absorbance a 600 nm a 
l'aide d'un spec trophotometre lecteur de plaque de 
microtitration . 



12 



WO 02/00836 



PCT/FR01/02100 



- Les diff^rentes souches de levure ont 6t6 
mises en incubation dans un milieu de culture de type 
« Sabouraud » et incub6e & 3 0°C pendant 24 h sous 
agitation lente. L ' 6chantillon k tester (10 ul) a 6t6 
d£pos6 dans des puits de plaque de micro titration dans 
lesquels ont £t£ ajout^s 90 jil d'une culture dilute de 
levure dont la density a 6t6 ajust^e k DO 600 = 0,001. On 
lvalue la croissance par la mesure de l'absorbance k 600 
nm k l'aide d'un spectrophotom&tre lecteur de plaque de 
microtitration . 

Les champignons fi lament eux et levure qui ont 
£t6 utilise sont les suivants : 

Aspergillus fumigatus (don du Dr H. Koenig, 
H6pital civil, Strasbourg) ; Nectria haematococca, 
Fusarium culmorum, Trichoderma viride (mycoth&que de 
1 'University Catholique de Leuven, Belgique) ; Neurospora 
crassa, Fusarium oxysporum, (mycoth&que de la Soci6t6 
Clause, Paris) ; Candida albicans (don du Dr H. Koenig, 
H6pital civil, Strasbourg) . 

Le tableau 3 ci-dessous rapporte 1' activity de 
la spinig^rine contre les champignons. 



Tableau 3 



champignons 


Spinig6rine CMI (pM) 


Neurospora crassa 


3-6 


Fusarium culmorum 


1,5-3 


Nectria haematococca 


0,4-0,8 


Tri choderma viri de 


1,5-3 


Candi da albi cans 


3-6 
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REVENDICATI ONS 
1) Peptide de sequence (I) : 

Pi 0 2 03 p4 p5 06 CT? 9 8 Pg <|>10 <|>11 012 <|>13 P 14 9l 5 010 p17 <>1 8 019 P 20 
021 022 C723 P 24 025 

ou un fragment de celle-ci, dans laquelle : 

- les acides amines Pi, p 4 , p 5 , p 9 , P14, P17, P20 
et p 24 sont ind£pendamment choisis parmi les acides amines 
basiques, 

- les acides amines fo, 0 6 , <|> 10/ $ 11f <|> 12/ <j> 13/ 
016, 018, <J>19, 021, 022 et 025 sont ind<§pendamment choisis 
parmi les acides amines hydrophobes, 

- les acides amines 9 3 , 85 et 815 sont 
ind^pendamment choisis parmi les acides amines 
charges n^gativement ou de nature polaire/large, 

les acides amines o 7 et 023 sont 
ind^pendamment choisis parmi la glycine, la serine, 
1' alanine ou la threonine, 

- 6ventuellement l'un au moins des acides 
amines pi, 0 2 , 0 3/ $22, 023, P24, ou 025 est absent. 

2) Peptide selon la revendication 1, 
caract6ris6 en ce qu'il pr6sente une configuration en 
h6lice alpha. 

3) Peptide selon l'une des revendications 1 ou 
2, caract6ris6 en ce qu'un groupe de 14 4 acides amines k 
l'une et/ou 1' autre des extr6mit£s N et/ou C terminales 
est supprim6. 

4) Peptide selon l'une quelconque des 
revendications 14 3, caracteris6 en ce qu'il r£pond 4 une 
des formules suivantes : 

P4 P 5 06 O7 9 8 P9 010 011 012 013 Pl4 9 15 016 Pl7 018 019 P 2 0 021 022 023 ?24 025 (II) 

14 



WO 02/00836 PCT/FR01/02100 

Pi 02 03 P 4 p5 06 a 7 9 8 p9 <|>10 011 4>12 <(>13 Pl4 0i 5 016 ?17 <|>18 019 p20 021 ( III ) 
P4 P5 06 O7 6 8 p9 010 011 012 013 Pl4 9l 5 016 Pl7 018 019 p20 021 ( IV) . 

5) Peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 4, caract£ris6 en ce que les acides 
amines basiques sont choisis parmi 1'arginine, La lysine 
ou 1'histidine. 

6) Peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 £ 5, caract<§ris6 en ce que les acides 
amines hydrophobes sont choisis parmi la valine, la 
leucine, 1 ' isoleucine, la methionine, la phenylalanine, la 
tyrosine, ou le tryptophane, 

7) Peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 6, caract6ris<£ en ce que les acides 
amines charges ndgativement ou de nature polaire/large 
sont choisis parmi l'acide aspartique, l'acide glutamique, 
l'asparagine, ou la glutamine. 

8) Peptide selon l'une quelconque des 
revendications pr6c6dentes, caract6ris£ en ce qu'il est 
constitu£ par l'une des sequences suivantes : 

HVDKKVADKVLLLKQLRIMRLLTRL (SEQ ID 
NO : 1) 

KKVADKVLLLKQLRIMRLLTRL (SEQ ID NO : 
2) 

HVDKKVADKVLLLKQLRIMRL (SEQ ID NO : 3) 
KKVADKVLLLKQLRIMRL (SEQ ID NO : 4) 

9) Composition ant ibac t£r ienne ou 
antifongique, caract<§ris£e en ce qu'elle comprend h titre 
d' agent actif au moins un peptide selon l'une quelconque 
des revendications 1^8, avantageusement associ4 dans 
ladite composition avec un v^hicule acceptable. 
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10) Utilisation d'un peptide selon l'une 
quelconque des revendications 1 <k 8 pour la preparation 
d'une composition pour le traitement ou la prevention 
d'une infection fongique ou bacterienne chez l'homme ou 
1 ' animal . 

11) Utilisation d'un peptide selon l'une 
quelconque des revendications 1 £ 8 pour la preparation 
d'une composition pour le traitement ou la prevention 
d'une infection fongique ou bacterienne chez les plantes. 
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Fig.l 

•Fractions actives contre Escherichia coli, 
Micrococcus luteus et Neurospora crassa 




« ^ 

Temps de retention (minutes) 
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